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O Brasil é considerado um dos países líderes no uso de técnicas sustentáveis. Em seu 
território nacional é necessário prestar atenção especial à Zona Costeira Brasileira, 
principalmente devido ao intenso tráfego de navios ao longo dele, que pode causar 
derramamentos de petróleo e outros acidentes ambientais relacionados. Os microrganismos 
são conhecidos sobre suas características metabólicas, como crescimento rápido, aclimatação 
rápida em diferentes ambientes e alta variabilidade genética. Neste contexto, o presente 
estudo objetivou a investigação da diversidade bacteriana aeróbia de sedimentos do estuário 
de Santos (SP, Brasil) quanto às atividades metabólicas que permitam à biotransformação de 
hidrocarbonetos. De um total de 42 isolados bacterianos obtidos, vinte e um (21) foram 
selecionados como potencialmente biodegradadores de hexadecano, através da análise 
utilizando solução de 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2 H-tetrazolium bromide 1% 
(MTT, Merck) como indicador de viabilidade microbiana. Realizaram-se análises de 
Cromatografia Gasosa Acoplada à Espectrometria de Massas (CG-EM) para verificar os 
índices de biodegradação de hexadecano pelos isolados seleccionados. Seis (6) isolados foram 
detectados como capazes de biodegradar hexadecano mostrando índices acima de 97%. Eles 
conseguiram degradar 80% do hidrocarboneto após 48 h de incubação.  Além disso, 
experimentos para a verificação de Índices de Emulsificação (E24) dos metabólitos 
microbianos, permitiram a seleção de três linhagens bacterianas produtoras de compostos com 
potencial bio-emulsificante, apresentando valores de E24 em torno de 50 %.  Os isolados 
selecionados foram caracterizados por análises moleculares baseadas no 16S rDNA, sendo os 
mesmos afiliados aos gêneros Bacillus sp., Staphylococcus sp., Micrococcus sp., 
Nitratireductor sp e Klebsiella sp.  
 






Brazil is considered one of leader countries in the use of sustainable techniques. Among its 
national territory, it is necessary some special attention to the Brazilian Coastal Zone, mainly 
because of the intense traffic of ships along it, which can cause oil spills, as well other related 
environmental accidents. Microorganisms are known about their metabolic characteristics like 
fast growth, quick acclimation in different environments and high genetic variability. In this 
context, the present study aimed to investigate the aerobic bacterial diversity of sediments of 
the Santos estuary (SP, Brazil) regarding to the metabolic activities allowing hydrocarbon 
biotransformation. From a total of 42 bacterial isolates, twenty-one (21) were selected as 
potential biodegraders of hexadecane, using a solution of 3- (4,5-dimethyl-2-thiazolyl) -2,5-
diphenyl- 2 H-tetrazolium bromide 1% (MTT, Merck) as indicator of microbial viability. 
Analyzes of Gas Chromatography Coupled to Mass Spectrometry (GC-MS) were performed 
to verify the biodegradation indexes of hexadecane by the selected isolates. Six (6) isolates 
were detected as able to biodegrade hexadecane, showing indexes above 97%. They were able 
to degrade 80 % of the hydrocarbon after 48 h of incubation. In addition, Emulsification 
Indexes (E24) assays allowed the selection of three bacterial strains producing metabolites 
with bioemulsifying potential, showing E24 values around 50 %. The isolates were 
characterized by molecular analyzes based on 16S rDNA. They were affiliated to the genus 
Bacillus sp., Staphylococcus sp., Micrococcus sp., Nitratireductor sp. and Klebsiella sp. 
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A sociedade do século XXI dispõe das mais altas tecnologias em diversas áreas de 
conhecimento, porém por muito tempo as ciências voltadas a conceitos e técnicas sustentáveis 
estiveram às margens da realidade. Há duas décadas, YERGIN (1994) definia o mundo como 
a “Sociedade do Hidrocarboneto”, a qual tornava cada vez mais distante a busca pela 
sustentabilidade de seus processos. 
Hoje, entretanto, o Brasil é considerado um dos principais países na aplicação de 
conceitos e práticas envolvendo sustentabilidade. Entretanto, o mesmo país também se 
encontra entre as principais nações com problemas relacionados à contaminação de seu 
território, sendo a sua Zona Costeira merecedora de atenção especial, devido a tais ambientes 
serem considerados como de suma importância em termos mundiais. Países como o Brasil, 
infelizmente, ainda lançam até 90 % de suas águas residuais, sem tratamento, em corpos 
d’agua (principalmente em zonas costeiras), ameaçando não somente a saúde humana, mas de 
todos os seres vivos (UNEP, 2012; GIANESELLA & SALDANHA-CORRÊA, 2010). 
Devido ao aumento populacional, diversas atividades socioeconômicas surgiram no 
litoral, as quais junto aos seus benefícios, incluindo exploração de petróleo, transporte 
marítimo, turismo, zona portuária (MMA, 2008), também trouxe problemas relacionados 
principalmente à falta de leis regulatórias e fiscalizações mais intensas, referentes à promoção 
de riscos de derramamentos de petróleo e contaminações de corpos d’água. Eventos isolados 
ou, em alguns casos, diários, tais como a liberação de água de lastro, principalmente por parte 
de navios petroleiros, também são preocupantes (COSTANZA et al., 1999; HORTELLANI et 
al., 2008;  DASTGHEIB et al., 2011; CHINELLATO, 2017).  
 Diante do cenário exposto, a investigação e contribuição de microrganismos na 
biodegradação de hidrocarbonetos e desenvolvimento de processos biotecnológicos têm se 
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tornados crescentes, uma vez que tais seres vivos possuem características metabólicas as quais 
incluem crescimento rápido, fácil aclimatação e grande variabilidade genética, que vêm a 
facilitar seu estudo e potencial aplicação (DA COSTA, 2006; GAYLARD et al., 2005; 
CUNHA et al., 2008; CHINELLATO, 2017).   
 Estudos de bioprospecção demonstraram que uma só espécie de microrganismo não é 
capaz de promover a degradação completa da mistura de hidrocarbonetos, sendo normalmente 
necessária a atuação de consórcios microbianos (DELLAGNEZZE, 2010). Nesse sentido, 
esses consórcios podem estar diretamente relacionados à produção de substâncias poliméricas 
extracelulares (EPS) as quais serão as responsáveis pela estrutura, coesão, propriedades físico-
químicas e atividades metabólicas dos agregados celulares formados (FLEMMING et al., 
2000; JAY, 2005). 
Atualmente, a literatura e o mercado dispõem de diversas técnicas de remediação que 
variam conforme suas características como tempo de atuação, eficiência, custo x benefício, 
entre outros. Na Figura 1, observam-se diversas medidas aplicadas na remediação, o que leva 
a supor que as técnicas de biorremediação podem ser economicamente viáveis (FUENTES et 







FIGURA 1.  Valores estimados das técnicas de remedição (Físico-químicas e biológicas). 
Fonte: FUENTES et al. (2014).
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A utilização de microrganismos para biorremediação busca a mineralização completa 
dos contaminantes. Em processos aeróbios utiliza-se o oxigênio como receptor de elétrons na 
conversão dos compostos tóxicos em moléculas de baixo peso molecular, e/ou menor 
toxicidade. Normalmente, nesse processo haverá a atuação majoritária de enzimas da classe 
oxigenase (ANDRADE et al., 2010; DUARTE, 2016). 
Estudos, reportados recentemente, demonstraram sobre o uso de n-hexadecano como 
composto modelo para a avaliação de habilidade microbianas à biodegradação de 
hidrocarbonetos (VASCONCELLOS et al., 2010; SAJNA et al., 2015).  
Nesse sentido, o presente trabalho foi realizado com o intuito de verificar a presença 
de bactérias aeróbias com habilidades à aplicação futura em processos de biorremediação de 

















Dissertação de Mestrado – Vitor Baptista Ferrari  25 
 
1. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
2.1 HIDROCARBONETOS ALIFÁTICOS (n-ALCANOS) 
 
Os hidrocarbonetos são compostos químicos presentes na constituição da matéria 
orgânica de origem vegetal e animal e, consequentemente constituindo o esqueleto carbônico 
do petróleo. Embora considerados como poluentes orgânicos, são produzidos de forma natural 
(PIETZSCH et al., 2010). Os hidrocarbonetos são substâncias de caráter lipofílico e de baixa 
reatividade no ambiente. Quimicamente são classificados como compostos alifáticos e 
aromáticos, os quais possuem diferentes graus de biodegradação devida principalmente à 
composição (FERREIRA, 2010; VASCONCELLOS, 2006). 
Processos inovadores que visam à evolução e crescimento da sociedade, 
principalmente na área tecnológica, normalmente vêm acompanhados da geração de resíduos 
e poluentes. Ainda nos tempos atuais, a principal fonte de obtenção de energia para a 
produção, transporte e armazenamento é constituída por combustíveis fósseis. Dessa forma, 
os combustíveis fósseis constituem os principais compostos presentes nos casos de acidentes 
ambientais, tais como derramamentos, incêndios, contaminações do lençol freático, 
contaminações de camadas do solo, entre outros (CRAPEZ, 2001). 
 Grande parte dos estudos atualmente descritos tem como alvo a contaminação por 
hidrocarbonetos aromáticos, porém tais compostos representam volume inferior a 5 % do óleo 
cru (petróleo bruto), quando fracionado (STROUD et al., 2007). Em contrapartida, têm-se os 
hidrocarbonetos alifáticos, os quais são subdivididos em três classes principais (alcanos, 
alcenos e cicloalcanos), sendo compostos de natureza apolar que constituem a maior fração de 
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FIGURA 2. Classificação dos hidrocarbonetos. Fonte: HEAD et al., 2006. 
 
A polaridade dos hidrocarbonetos está diretamente relacionada ao nível de 
solubilidade da molécula na água, sendo que o aumento da polaridade permite o aumento das 
interações entre as moléculas (POTTER & SIMMONS, 1998). Devido a falta de grupos 
funcionais e pouca solubilidade na água, os hidrocarbonetos alifáticos possuem baixa 
reatividade química e biodisponibilidade aos microrganismos (BERTHE-CORTI & 
FETZNER, 2002). 
 Atualmente, o principal hidrocarboneto alifático estudado é o n-hexadecano, o qual 
está presente na fração alifática do óleo cru, sendo encontrado em áreas contaminadas e 
apresentando alta biodegradabilidade por diferentes consórcios microbianos, tornando-o 
molécula modelo em estudos voltados à biodegradação de hidrocarbonetos (ROCHA, 2008; 
VASCONCELLOS et al., 2010; SAJNA et al., 2015; DUARTE, 2016). 
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2.2 SUBSTÂNCIAS POLIMÉRICAS EXTRACELULARES (EPS) 
 Surfactantes são moléculas anfipáticas possuindo uma porção hidrofílica e uma porção 
hidrofóbica, físico-quimicamente possuindo dualidade polar-apolar (JONSSON et al., 1997; 
ROCHA, 2009; VAN HAMME et al., 2006). Essas características tornam os surfactantes 
detentores de propriedades emulsificantes, detergentes, lubrificantes, dispersantes de fases, 
solubilizantes, entre outras (NITSCHKE e PASTORE, 2002). 
Os surfactantes podem ser obtidos de duas fontes diferentes. A primeira e de maior 
demanda provém da produção sintética, os quais são derivados do petróleo. Um exemplo seria 
o produto comercial Triton X-100
®
, que é um agente tensoativo usado abundantemente em 
procedimentos biotecnológicos, em particular na purificação de produtos biológicos e na 
biocatálise em meio orgânico (KIM et al., 2000). Já a segunda fonte é provinda de 
microrganismos, os quais produzem biossurfactantes, advindos do metabolismo de variadas 
fontes de carbono. Nos últimos anos os biossurfactantes vêm ganhando intensivos estudos os 
quais têm demonstrado sua elevada versatilidade e eficiência (BANAT, 1995; NITSCHKE e 
PASTORE, 2001; ARAÚJO, 2016).  
 A grande importância na produção de biossurfactantes refere-se às suas características 
de alta biodegradabilidade, baixa toxicidade, solubilidade em água alcalina, estabilidade 
térmica, resistência a altas concentrações salinas, estabilidade quanto a variações de pH e 
baixo custo de produção (KIM et al., 2000; ARAÚJO, 2016). Entretanto, mesmo 
apresentando vantagens, a inserção dos biossurfactantes no mercado ainda é de 20 % a 30 % 
mais cara, se comparada aos surfactantes sintéticos (NITSCHKE e COSTA, 2007; MAIER & 
SOBERON-CHAVEZ, 2000; ARAÚJO, 2016). 
 Visando reduzir custos, alternativas vêm sendo propostas utilizando-se a denominada 
logística reversa, definida pela Política Nacional de Resíduos Sólidos (PNRS) como 
"instrumento de desenvolvimento econômico e social caracterizado por um conjunto de ações, 
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procedimentos e meios destinados a viabilizar a coleta e a restituição dos resíduos sólidos ao 
setor empresarial, para reaproveitamento, em seu ciclo ou em outros ciclos produtivos, ou 
outra destinação final ambientalmente adequada” (PNRS, 2010). Tal política preza pela 
reutilização dos subprodutos agrícolas e de processamento industrial (DESAI & BANAT, 
1997; LEPO et al., 1997; HAITASH E KAUSHIK, 2009; TONINI et al., 2010; GASPARIN 
et al., 2012; HENKEL et al., 2012; PACHECO, 2012; ARAÚJO, 2016).  
 A produção, composição e propriedades dos biossurfactantes variam em resposta a 
fatores ambientais, tais como nutrientes e faixas de pH. Tais metabólitos microbianos poderão 
contribuir para o ataque celular a hidrocarbonetos, promovendo a adesão microbiana às 
moléculas e sua subsequente solubilização (SHREVE et al., 1995). Normalmente, tais 
compostos serão produzidos pelos microrganismos, através do acúmulo de lipídeos, quando 
há excesso de fontes de carbono e limitação de nutrientes (KOSARIC & CAIRNS, 1987; 
COLLA et al., 2010; SPERB et al., 2015). 
No caso dos reservatórios de petróleo, as bactérias podem crescer na interface óleo-
água e a produção de compostos biossurfactantes poderá servir como um mecanismo de 
comunicação bacteriana resultante do aumento da densidade celular, no intuito de aumentar a 
área de acesso às bolhas de óleo, tornando os hidrocarbonetos mais solúveis (RON & 
ROSENBERG, 2001; ASSADI & TABATABAEE, 2010; MÜLLER et al., 2012; SACHDEV 
e CAMEOTRA, 2013; SPERB et al., 2015). 
 Estudos aprofundados acerca das propriedades físico-químicas de metabólitos com 
atividades biossurfactantes demonstraram recentemente que existe uma grande diferença entre 
os biossurfactantes e bio-emulsificantes, gerando informações importantes aos estudos que 
visam à seleção de microrganismos que produzam compostos contidos de uma ou outra 
habilidade (UZOIGWE et al., 2015). 
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Os biossurfactantes normalmente possuem baixo peso molecular, os quais seus 
produtos são compostos de açúcares, aminoácidos, ácidos graxos e ácidos carboxílicos como 
grupos funcionais. Os mesmos possuem uma excelente atividade superficial, o qual torna 
interessante sua aplicação em áreas de contaminação por petróleo, uma vez que causam uma 
efetiva dispersão e o torna acessível aos microrganismos (UZOIGWE et al., 2015). 
Em contrapartida, os bio-emulsificantes possuem elevado peso molecular e são 
formados por uma complexa mistura de heteropolissacarídeos, lipopolissacarídeos, 
lipoproteínas e proteínas. Tais compostos são tidos como eficientes emulsificantes atuantes 
entre dois líquidos imiscíveis, porém não possuem efetiva ação sobre a quebra da atividade 
superficial. Em estudos de ambientes contaminados por petróleo, estas moléculas 
desempenham a função específica de se ligarem firmemente aos hidrocarbonetos e óleos 
dispersos, impedindo-os de se fundirem (UZOIGWE et al., 2015). 
 
2.3. BIORREMEDIAÇÃO 
 Conceitualmente, biorremediação pode ser definida como um processo biotecnológico 
que busca a transformação/degradação de compostos contaminantes de forma acelerada 
através do metabolismo de diferentes microrganismos (TONINI et al., 2010). Mesmo 
sabendo-se que existe um número elevado de microrganismos com características únicas 
voltadas à biodegradação de diversos compostos, apenas uma pequena parcela é efetivamente 
explorada. Acredita-se que estes microrganismos, ainda pouco explorados, possam contribuir 
para o desenvolvimento e melhoramento de processos biotecnológicos (BULL et al., 2010; 
OLIVEIRA e ALVES, 2013; CHINELLATO, 2017). 
A capacidade de um número elevado de microrganismos estarem utilizando 
hidrocarbonetos como substrato ao seu crescimento (fontes de carbono e energia) está no fato 
de que esses compostos estão presentes em toda a biosfera (TONINI et al., 2010). Além disso, 
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o número crescente de danos ambientais relacionado principalmente a contaminação por 
hidrocarbonetos de modo geral. De modo, a oferecer um breve histórico acerca do dano 
ambiental promovido por tais ações, há graves casos relatados de derramamentos de petróleo. 
Os principais casos de acidentes de derramamentos (FIGURA 3) foram reportados no 
Golfo do México, em 1979, envolvendo falhas em um poço de petróleo da plataforma IXTOC 
I, promovendo o vazamento 3.423.110 barris de óleo. Em 2010, também no Golfo do México, 
especificamente na costa da Louisiana (EUA), ocorreu um acidente no poço de Macondo, 
promovendo o derramamento de aproximadamente 4.928.100 barris de petróleo no corpo 
d’água. O pior acidente já relatado ocorreu durante a Guerra do Golfo, em 1991, com o 
derramamento de óleo de um navio petroleiro, liberando para o corpo d’agua 8.000.000 de 
barris de petróleo (POTENZA, 2011; OLIVEIRA, 2012). 
FIGURA 3. Principais casos relatados de derramamentos de petróleo pelo mundo. Fonte: 
POTENZA, 2011 
 
Já no Brasil, em 2011, ocorreu um caso no Campo do Frade, localizado na Bacia de 
Campos, tendo sido derramadas aproximadamente 500 toneladas de petróleo (FIGURA 4) 
(BRITO et al., 2016). 
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FIGURA 4. Mapeamento do caso de derramamento de petróleo no Campo do Frade em 2011. 
Fonte: BRITO et al., 2016 
 
Visando solucionar diferentes problemáticas voltadas à contaminação ambiental, tais 
como as situações relatadas anteriormente, a biorremediação vem ganhando crescente 
destaque, no que se refere à sua eficácia quando se almeja o tratamento de locais 
contaminados através do uso de agentes biológicos capazes de modificar e/ou degradar os 
poluentes, atingindo até a mineralização dos mesmos. 
Um estudo de caso envolvendo biorremediação ocorreu no acidente de vazamento de 
petróleo do Exxon Valdez no Alasca (EUA), em 1989. Inicialmente, foram realizadas ações 
de sucção do material contaminado, além de lavagens com água quente e altas pressões. 
Foram mobilizadas aproximadamente 11 mil pessoas para a limpeza da área com custos 
estimados em US$ 1 bilhão (em um período de 6 meses). Devido aos altos custos e resultados 
não tão eficazes, pesquisadores adicionaram fertilizantes contendo nutrientes ao longo de 100 
km da costa, como forma de estimular o crescimento dos microrganismos capazes de degradar 
os hidrocarbonetos (para degradar o petróleo da superfície) (SOUZA, 2003).
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Nesse contexto, pode-se estabelecer classificações, segundo BENTO et al. (2003) e 
JACQUES et al., (2007), acerca das principais técnicas de biorremediação: 
 Intrínseca ou natural: se dá pela utilização de microrganismos autóctones (presentes 
no próprio local) sem qualquer interferência; 
 Bio-estimulação: promovida pela adição de agentes estimulantes da atividade 
microbiana, ou seja, nutrientes, oxigênio e biossurfactantes; 
 Bio-aumentação: se dá através da inoculação de consórcios microbianos 
previamente selecionados e enriquecidos.  
 Entretanto, para que haja a eficácia da tecnologia a ser aplicada, é vantajosa a 
realização de ensaios in vitro, de maneira a se estabelecer a real determinação do potencial 
microbiológico à degradação completa ou destoxificação dos poluentes (CUNHA e LEITE, 
2000). Fatores físicos, químicos e biológicos tais como diversidade populacional, biomassa 
microbiana, atividade enzimática, concentração e estrutura molecular do poluente, também 
deverão ser previamente estabelecidos em condições de laboratório (TONINI et al., 2010). 
Processos mediados microbiologicamente possuem apelo voltado ao uso de técnicas 
ambientalmente amigáveis, uma vez que microrganismos possuem, por natureza, elevada 
versatilidade genética e metabólica (DA COSTA, 2006). São descritos estudos focados na 
otimização dos processos de biorremediação via a modificação de faixas de pH, incremento 
de nutrientes, oxigênio, alterações de salinidade e temperatura, identificação de novas vias 
metabólicas de degradação e enzimas envolvidas nas mesmas, de maneira que se favoreça o 
melhor desempenho microbiano quanto à biodegradação do poluente analisado (DA COSTA, 
2006; AYED et al., 2013; MENESES, 2016; CHINELLATO, 2017). 
 Apesar de muitos estudos terem reportado sobre microrganismos com habilidades de 
biodegradação, os mesmos devem ser tratados com critério quando encaminhados à aplicação 
em campo, haja vista que cada local possui suas especificidades, havendo assim a necessidade 
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prioritária de caracterização do sítio a ser submetido ao tratamento, bem como a elaboração de 
projeto piloto, em pequena escala, para que haja a comprovação de eficiência dos 
microrganismos na área designada. É importante também, que através de técnicas de biologia 
molecular sejam caracterizados o metabolismo e comportamento dos consórcios nos 
diferentes ambientes os quais os mesmos habitam (TONINI, et al., 2010; BHARALI et al., 
2014; DUARTE, 2016; CHINELLATO, 2017). 
Estudos realizados acerca da aplicação e efetividade de técnicas de biorremediação 
sobre áreas acometidas por derramamentos/acidentes de hidrocarbonetos reportaram sobre a 
atuação majoritária dos seguintes gêneros bacterianos: Acidovorans, Acinetobacter. 
Agrobacterium, Alcaligenes, Aeromonas, Arthobacter, Beijemickia, Burkholderia, Bacillus, 
Comomonas, Corynebacterium, Microccus, Neptunomonas, Nocardia, Paracoccus, 
Pasteurella, Polaromonas, Pseudomonas, Ralstonia, Rhodococcus, Sphingomonas, 
Stenotrophomonas, Streptomyce e Vibrio (OLIVEIRA & ALVES, 2013; CHINELLATO, 
2017; AQUINO, 2015). Vale ressaltar que quando n-hexadecano foi avaliado como composto 
alvo, os gêneros atuantes foram Bacillus, Micrococcus, Gordonia e Ochrobactrum (COSTA, 
2006; ADETUTU et al., 2013; PEDETTA et al., 2013; AQUINO, 2015). 
Entretanto, estudos de bioprospecção normalmente relatam sobre a atuação de 
consórcios microbianos, quando se almeja a biodegradação de poluentes em mistura de 
hidrocarbonetos, tal como foi observado em estudos o qual o consórcio bacteriano foi mais 
eficiente na degradação dos hidrocarbonetos, do que quando as isolados se encontravam 
isoladas, alcançando 78 % de degradação após 20 dias de experimento (com temperatura de 
30ºC e pH 7,5) (DELLAGNEZZE, 2010; BARRA CARACCIOLO et al., 2013; 
CARBONELL e TARAZONA, 2014; AQUINO, 2015; DUARTE, 2016). A complexidade 
metabólica em consórcios microbianos deve ser analisada criteriosamente, visto que alguns 
hidrocarbonetos podem apresentar toxicidade para certos microrganismos, porém, em
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contrapartida, tais poderão servir de fonte de carbono para outras comunidades. Assim, a 
existência de microrganismos em consórcios que possuam a capacidade de produzir 
compostos com atividades biossurfactantes/ bio-emulsificantes é de extrema necessidade, já 
que os mesmos poderão gerar subprodutos, que tornarão poluentes menos tóxicos e mais 



























 O presente trabalho teve como objetivo geral a investigação da diversidade bacteriana 
aeróbia de sedimentos do estuário de Santos (SP, Brasil) quanto à aplicação de metabólitos 
microbianos com atividades biossurfactantes/ bio-emulsificantes e a utilização dos próprios 





 Realizar cultivos aeróbios, utilizando-se sedimentos coletados no estuário de Santos, 
estimulando os crescimentos de bactérias biodegradadoras de n-hexadecano; 
 Determinar com análises cromatográficas os índices de biodegradação do n-hexadecano, 
quando oferecido como fonte de carbono aos isolados bacterianos obtida; 
 Avaliar a capacidade dos isolados bacterianos quanto à produção de metabólitos com 
atividade biossurfactante e/ou bio-emulsificante; 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
4.1 COLETA DE SEDIMENTOS 
A coleta de sedimentos foi planejada almejando-se amostras com histórico acerca da 
presença de contaminação por hidrocarbonetos e compostos policlorados - o sitio de coleta do 
Canal de Piaçaguera (Pontos 2) e o sítio de coleta do Transpetro (Ponto 3), além de uma área 
considerada a priori como controle (local com menor indícios de contaminação) no sítio de 
coleta da Ilha das Palmas (Ponto 1). Toda a amostragem foi realizada em áreas no entorno da 
Baía de Santos, Santos, SP (Figura 5).  
 
FIGURA 5. Mapa ilustrativo da localização das áreas amostradas na Baía de Santos. Fonte: 
Adaptado de Cesar et al. (2014).
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A coleta de sedimentos foi realizada no dia 26 de Fevereiro de 2015 sob coordenação 
dos Profs Drs. Augusto Cesar e Rodrigo Choueri da Universidade Federal de São Paulo 
(UNIFESP) – Campus Baixada Santista. As escolhas dos pontos para coleta estão diretamente 
relacionadas às atividades realizadas no local como poderemos observar pela tabela 1. 
 












1 metro Ilha das Palmas 




1,5 metros Transpetro 




1 metro Canal da 
Piaçaguera 
 
Os sedimentos foram coletados utilizando-se um amostrador de aço inoxidável van 
Veen (área de 0,04 m
2
), sendo encaminhado aos laboratórios de pesquisas da UNIFESP, 
Campus Baixada Santista, sob os cuidados da Profa. Dra. Flávia Talarico Saia, seguindo-se ao 
armazenamento sob refrigeração (4 ° C). 
 
4.2. CULTIVO BACTERIANO 
 
 As amostras coletadas foram processadas misturando-se 10 g de sedimento em 90 mL 
de água destilada estéril, seguindo-se à inoculação em meio mineral, ou seja, Artificial 
SeaWater (ASW) (KELLER et al., 1987), formulado segundo descrito pelas Tabelas 2 e 3. 
Hexadecano (98% de pureza, Sigma- Adrich) à concentração final de 0,1% v/v. foi 
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adicionado como fonte única de carbono à microbiota presente nas amostras inoculadas, 
seguindo-se à incubação em estufa com agitador rotacional (180 rpm) a 28 ºC, durante 7 dias 
(adaptado de VASCONCELLOS et al., 2010). Todos os cultivos foram realizados em 
triplicata para os três pontos amostrados (Figura 3, item 4.2, seção de Material e Métodos). 
 
TABELA 2. Artificial SeaWater 
COMPONENTES 
QUANTIDADES 
SUFICIENTES PARA 1000 
ML DE ÁGUA ULTRA 
PURIFICADA 
Cloreto de Sódio 24,55 
Hexadecano 5,0 
Cloreto de Potássio 0,75 
Cloreto de Magnésio Hexahidratado 4,07 
Cloreto de Cálcio Dihidratado 1,47 
Sulfato de Magnésio Heptahidratado 6,04 
Bicarbonato de Sódio 0,21 
Solução Traço de Metais 0,1 
Fonte: KELLER et al., 1987 
TABELA 3. Solução Traço de metais 
COMPONENTES 
QUANTIDADES 
SUFICIENTES PARA 1000 
ML DE ÁGUA ULTRA 
PURIFICADA 
EDTA 0,625 
Sulfato de Zinco 2,74 
Sulfato de Ferro 1,25 
Sulfato de Manganês Heptahidratado 0,385 
Sulfato de Cobre (II) Anidro 0,098 
Borato de Sódio Decahidratado 0,044 
Fonte: KELLER et al., 1987 
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Os cultivos foram construídos para a promoção do crescimento microbiano de 
bactérias hábeis a consumir hexadecano como fonte de carbono e energia, através da seguinte 
formulação: 
 
EXPERIMENTO  Artificial SeaWater (ASW) + n-Hexadecano (concentração 0,1% 
v/v) + Amostra processada + Extrato de Levedura (concentração de 1%) 
 
 Após sete (7) dias de incubação, alíquotas dos cultivos (200 µL) foram inoculadas em 
meio ASW ágar. Colônias bacterianas macroscopicamente distintas foram re-inoculadas em 
novas placas contidas do mesmo meio de cultura, utilizando-se a técnica de “estriamento por 
esgotamento” (VASCONCELLOS et al., 2010). Após o isolamento das colônias, as culturas 
foram preservadas em criotubos (triplicata de cada isolado) em uma solução de glicerol (20 
%) (VASCONCELLOS et al., 2010).  Os preservados foram armazenados em freezer a -80 
ºC. 
4.3. BIODEGRADAÇÃO DE HEXADECANO 
4.3.1. TRIAGEM RÁPIDA PARA A DETECÇÃO DO POTENCIAL 
BIODEGRADADOR DE HEXADECANO 
 
 Os ensaios de triagem rápida foram realizados de acordo com metodologia descrita por 
VASCONCELLOS et al. (2010). O n-hexadecano foi utilizado como hidrocarboneto modelo 
para a avaliação dos isolados bacterianas quanto à capacidade de sobrevivência em presença 
do composto como única fonte de carbono (Tabela 4). 
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TABELA 4. Propriedades físico-químicas do n-Hexadecano 
PROPRIEDADES VALORES 
Fórmula molecular C16H34 
Peso molecular (g/mol) 226,44 
Ponto de fusão 18 ºC 
Ponto de ebulição 287 ºC 
Solubilidade (mg/L) 0,00628 
 
Dessa forma, alíquotas das culturas (15 uL) foram inoculadas em 150 uL de meio 
Bushnell Haas (BH) contendo 1,5 uL de hexadecano (0,1% v/v). Todos os experimentos 
foram realizados em microplacas de 96 orifícios, otimizando assim o número de amostras 
avaliadas e a obtenção de resultados. Foram utilizados como controle negativo apenas o meio 
Bushnell Haas, já como controle positivo foi utilizado um Bacillus cereus, linhagem o qual 
foi estudada como sendo um excelente degradadora de n-Hexadecano. Com incubação de 48 a 
72 horas das culturas a 28 
o
C, mantidas sob agitação rotacional a 150 rpm, , as mesmas foram 
adicionadas de 30 uL de solução de MTT (1%) [3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2 
H-tetrazolium bromide] (Merck
®
), o qual constitui reagente que determina através da 
mudança de coloração amarela para azul violeta, a presença ou ausência de reações de óxido-
redução, evidenciando assim a sobrevivência ou morte celular (VASCONCELLOS et al. 
2010). 
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4.3.2. ANÁLISES CROMATOGRÁFICAS – BIODEGRADAÇÃO DE 
HEXADECANO 
 Os ensaios para a avaliação das habilidades de biodegradação do hexadecano pelas 
culturas selecionadas nos ensaios foram realizados em erlenmeyers (125 mL) contendo 50 mL 
de meio Bushnell Haas (BH) (Tabela 5), 5 mL de suspensão celular (10
8
) do inóculo, 0,5 mL 
de hexadecano e 0,05 mL de extrato de levedura (Difco
TM
), como ativador do crescimento 
microbiano, segundo protocolo estabelecido por nosso grupo de pesquisas. Todos os cultivos 
foram incubados à temperatura de 28 ºC, em agitador rotacional a 150 rpm, durante 28 dias. 
Todo o experimento foi realizado em triplicata, sendo as amostras denominadas da seguinte 
maneira: 
 
 CONTROLE 1  Meio BH + Hexadecano + Extrato de Levedura (Controle negativo 
abiótico, para verificar a perda do hidrocarboneto via volatização ou degradação 
abiótica do mesmo). 
 CONTROLE 2  Meio BH + Hexadecano + Extrato de Levedura + Inóculo 
Autoclavado (controle biótico, para verificar possibilidades de precipitação do 
substrato na parede celular microbiana após lise celular). 
 CONTROLE 3  Meio BH + Inóculo + Extrato de Levedura (Controle positivo para 
a verificação do crescimento microbiano). 
 EXPERIMENTO  Meio BH + Hexadecano + Inóculo + Extrato de Levedura 
(cultivos destinados à promoção do crescimento microbiano de bactérias hábeis a 
consumir hexadecano). 
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Alíquotas de 2 mL de cada uma das amostras descritas foram monitoradas por analises 
cromatográficas utilizando-se Cromatografia Gasosa acoplada à Espectrometria de Massas 
(CG-EM),  nos seguintes períodos de tempos : 0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 7 dias, 14 dias, 21 dias e 
28 dias.  
TABELA 5. Composição do meio mineral Bushnell Haas 
COMPONENTES 
QUANTIDADES 
SUFICIENTES PARA 1000 
ML DE ÁGUA ULTRA 
PURIFICADA 
Sulfato de Magnésio 0,2 
Cloreto de Cálcio 0,02 
Fosfato Monopotássico 1,0 
Fosfato Dipotássico 1,0 
Nitrato de Amônia 1,0 
Cloreto Férrico 0,05 
Fonte: VASCONCELLOS et al. 2010 
 
 O potencial biodegradador foi avaliado através de análises cromatográficas que foram 
realizadas utilizando-se o equipamento CG Agilent modelo 5975C acoplado a espectrômetro 
de massas, alocado no Laboratório de Engenharia e Controle Ambiental, sob coordenação da 
Profa. Dra. Juliana Gardenalli Freitas. 
 As amostras analisadas foram constituídas como extratos da fase orgânica das 
alíquotas obtidas a partir dos experimentos realizados. O processo de extração consistiu em 
adicionar-se 2 mL de acetato de etila em 2 mL das alíquotas amostradas, seguindo-se à adição 
de NaCl como agente ionizante e extração em funil de separação (Figura 6). Tal procedimento 
foi repetido três vezes, sendo que o extrato orgânico obtido foi submetido à secagem em 
Carbonato de Cálcio, removido por filtração em funil com algodão hidrofóbico.
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FIGURA 6. Ilustração do sistema de extração liquido-liquido utilizando-se funil de 
separação. Fonte: DA SILVA, 2012 
  
Obtidos os extratos orgânicos, os mesmos foram avaliados por Cromatografia Gasosa 
acoplada à Espectrometria de Massas (CG-EM), as seguintes condições injetor tipo split 
(10:1), utilizando-se He como gás de arraste, fluxo de 1 mL/min, coluna capilar de sílica 
fundida do tipo DB5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 mm), cuja fase estacionária consiste de 5 % de 
fenil metil silicone. O forno foi operado na seguinte programação: temperatura inicial (60 ºC), 
velocidade de aquecimento (10 ºC ou 20 ºC/min), temperatura final (290 ºC), temperatura do 
injetor (240 ºC), temperatura do detector (280 ºC), temperatura na linha de transferência ou 
interface (280 ºC), faixa de massas entre (50 e 700 Da). O volume injetado foi de 1 μL. Os 
dados foram adquiridos utilizando-se o modo SCAN e os valores de massa variando entre 50 
e 700 u.m.a (unidades de massa atômica). 
Após a aquisição dos dados, utilizou-se o programa MSD Productivity ChemStation 
para a verificação dos cromatogramas e espectros de massas dos produtos gerados a partir da 
biotransformação do hexadecano adicionado como substrato. 
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A quantificação da taxa de biodegradação foi determinada através das equações 
descritas por Aldas et al. (2007) e modificadas por Vasconcellos et al. (2010). 
[1]: 
  (1) 
BI = Índice de biodegradação, A1 = área de pico do padrão de quantificação interna (n-
naftaleno) e Ax
-1
 = área de pico do hidrocarboneto (hexadecano) durante o tempo de 
experimento (28 dias). 
 
[2] 
  (2) 
BE = Taxa de biodegradação, BIf = índice de biodegradação final (após 28 dias) e BIi = 
índice de biodegradação inicial (0 dias). 
 
4.4. SUBSTÂNCIAS POLIMÉRICAS EXTRACELULARES (EPS) 
4.4.1. TRIAGEM RÁPIDA DOS ISOLADOS BACTERIANOS QUANTO À 
ATIVIDADE EMULSIFICANTE  
 Paralelamente aos experimentos de biodegradação, foram realizadas análises para a 
determinação da produção de metabólitos microbianos que pudessem ter atividades 
biossurfactantes ou bio-emulsificantes. 
 Inicialmente foi utilizada a metodologia denominada como “teste de colapso da gota”, 
descrita por BODOUR et al. (2003). Todos os experimentos foram realizados em microplacas 
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de 96 orifícios, onde alíquotas de 7 μL de óleo de motor automotivo comercial (ACDELCO 
5w30 Sn Sintético) foram adicionados a cada micropoço, mantendo-se as mesmas em repouso 
por 24 horas, a 25°C (Figura 7). Ao mesmo momento, as culturas bacterianas foram 
cultivadas no meio de cultura Luria Bertani (DIFCO
TM
), sendo incubadas à temperatura de 28 










FIGURA 7. Ilustração acerca dos resultados que podem ser obtidos através do “Teste do 
colapso da gota”.  
  
 As culturas microbianas foram centrifugadas a 4°C, 3.600 rpm, durante 8 minutos, em 
centrífuga (Eppendorf Centrifuge 5810 R), sendo que alíquotas de 5 μL dos sobrenadantes 
obtidos foram transferidas às microplacas contendo o óleo automotivo. Os resultados foram 
considerados positivos para as amostras que se dispersaram imediatamente quando em contato 
com o óleo, ou seja, aquelas que promoveram o colapso da gota de óleo, quebrando assim a 
tensão superficial anteriormente existente. 
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4.4.2. DETERMINAÇÃO DO ÍNDICE DE EMULSIFICAÇÃO (E24) 
 O Índice de Emulsificação (E24) determina se os isolados bacterianos produzam 
metabólitos com atividades bio-emulsificantes. Nesse sentido, o índice E24 foi determinado 
segundo IQBAL et al. (1994), através da adição de 2 mL de um agente apolar, no caso: óleo 
de motor usado, óleo de motor novo, óleo de soja (Soya), glicerol (100%) e óleo diesel 
(Petrobras
®
). O mesmo volume da cultura microbiana previamente cultivada (24 h, meio LB, 
150 rpm, 28 
o
C), foi adicionado ao agente apolar, homogeneizando-se a mistura em vortex por 
2 minutos, mantendo-se  em repouso por 24 horas a temperatura de 25 ºC. Como controle 
positivo foi utilizado valores obtidos através do TWEEN 80, que é um agente emulsionante 
não iônico, com amplo e intenso poder emulsionante, que origina emulsões de fase externa 
aquosa (O/W), estáveis e de textura fina, pouco afetados por altas concentrações de eletrólitos 






4.4.3. DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE TENSIOMÉTRICA  
 A determinação de atividade de quebra da tensão superficial dos metabólitos 
microbianos foi realizada por análises de tensiometria do sobrenadante das culturas, 
utilizando-se o método  do anel de Du Noüy (RODRIGUES et al., 2006). As análises foram 
realizadas em Tensiômetro KRUSS K6, equipado com anel de platina Du Noüy de 1,9 cm. Os 
valores de tensão superficial foram representados pela média de três repetições aferidas à 
temperatura de 20 ºC (Figura 8). 
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FIGURA 8. llustração de um tensiômetro Kruss modelo K6, tal como o  utilizado no presente 
estudo. FONTE: BARROS, 2015 
 
 Foi utilizado o sobrenadante livre de células do meio mineral modificado descrito por 
SOUSA et. al. (2014) e meio mineral modificado (TABELA 5 e 6), contido de diferentes 
substratos (óleo de soja, óleo de motor novo, óleo de motor usado, glicose, diesel, glicerol e 
óleo de soja usado). 
 
TABELA 6. Meio Mineral Modificado 
COMPONENTES 
QUANTIDADES 
SUFICIENTES PARA 1000 






Extrato de Levedura 0,04% 
Glicerol 2% 
Substrato 0,5% 
Solução de micronutrientes 0,1% 
TABELA 7. Solução de micronutrientes 
Material e Métodos 
 __________________________________________________________________________________ 




SUFICIENTES PARA 1000 










4.5. ANÁLISES MOLECULARES 
 As análises moleculares foram realizadas no Laboratório Especial de Microbiologia 
Clínica LEMC/ALERTA, localizado na Universidade Federal de São Paulo – Campus São 
Paulo, sob a coordenação do Dr. Rodrigo Cayô da Silva. 
 
4.5.1. SEQUENCIAMENTO DO GENE 16S rDNA 
Todos os isolados tiveram o gene 16S rDNA sequenciado para a afiliação filogenética 
dos mesmos (MARTINS et al., 2015). Foram utilizados os iniciadores 16S-8F 
(5'GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') e 16S-1493R (5'-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3') 
(MENDES et al., 2007). 
  As reações de PCR foram purificadas utilizando o Kit de extração Gel QIAquick 
(Qiagen, Courtaboeuf, França), de acordo com as instruções do fabricante. A quantificação de 
DNA foi determinada pela densidade óptica a 260 nm utilizando o espectrofotômetro 
NanoVue (GE Healthcare, Canadá), utilizando 1 µL do amplicon. Após a quantificação, 
aproximadamente 70 ng de DNA foram utilizados na reação de sequenciamento utilizando o 
kit Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, EUA). As
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 reações de sequenciamento foram realizadas no equipamento ABI 3500 Genetic Analyzer 
(Applied Biosystems, Perkin Elmer, EUA). As sequências de DNA obtidas foram analisadas 
utilizando o software Lasergene (DNASTAR, Madison, EUA) e, em seguida, foram 
comparadas com as sequências depositadas no GenBank utilizando a ferramenta Basic Local 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
5.1. CULTIVO BACTERIANO 
 Aplicando-se as condições de cultivo descritas na seção de Material e Métodos (item 
4.2), foi possível isolamento de 42 bactérias macroscopicamente distintas, as quais foram 
designadas pela sigla VBS (Vitor Baixada Santista), seguida por numeração sequencial. 
Correlacionando-se os locais amostrados (Figura 5) aos isolados obtidos, foi possível 
estabelecer o número de bactérias selecionadas a partir de cada ponto avaliado (Tabela 7). 
 






(ILHA DAS PALMAS) 
16 (38%) 
VBS13, VBS14, VBS22, VBS23, VBS24, 
VBS25, VBS26, VBS27, VBS28, VBS35, 





VBS01, VBS02, VBS05, VBS06, VBS07, 
VBS08, VBS19, VBS20, VBS21, VBS37 
PONTO 3 
(CANAL DA PIAÇAGUERA) 
16 (38%) 
VBS03, VBS04, VBS09, VBS10, VBS11, 
VBS12, VBS15, VBS16, VBS17, VBS18, 
VBS29, VBS30, VBS31, VBS32, VBS33, 
VBS34 
 
Avaliando-se os dados mostrados pela Tabela 7, pode-se pressupor que os pontos 
amostrados não foram considerados como limitantes devido ao histórico do ponto conforme 
será relatado a seguir. 
Descrevendo-se alguns detalhes sobre as amostragens realizadas (item 4.1), pode-se 
estabelecer que o ponto 1, localizado nas imediações da Ilha das Palmas, pôde ser considerado
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como local menos contaminado, devido ao fato de que o local não recebe descarga direta de 
poluentes, incluindo-se esgoto e hidrocarbonetos, além de constituir local turístico de acesso 
restrito e protegido (Cesar et al., 2014). 
O ponto 2, localizado nas imediações da Transpetro (Petrobras Transporte S.A.), pôde 
ser considerado pelo presente estudo como um local poluído, uma vez que envolve a atuação 
da empresa responsável pela logística e transporte de combustíveis fósseis via Baixada 
Santista (TRANSPETRO, 2017). 
Por fim, o ponto 3, o qual se encontra localizado nas imediações do Canal de 
Piaçaguera, também foi considerado como local poluído, por se tratar de área acometida por 
descarga de esgoto sanitário, concentrações elevadas de hidrocarbonetos provenientes do Rio 
Cubatão, sendo responsável pelo escoamento dos mesmos provindos da cidade de Cubatão e a 
partir do Polo Petroquímico situado em seu entorno (GONÇALVES, 2016). 
Com isso, devido ao histórico de contaminação acentuada era esperado que os pontos 2 
e 3 obtivessem o maior número de isolados. Mas o mesmo não foi observado, pois os pontos 
1 e 3 obtiveram 38% dos isolados (referente a 16 isolados cada), e o ponto 2 obteve 24% dos 
isolados (referente a 10 isolados). 
 
5.2. BIODEGRADAÇÃO DE HEXADECANO 
5.2.1. TRIAGEM RÁPIDA PARA A DETECÇÃO DO POTENCIAL 
BIODEGRADADOR DE HEXADECANO 
 Avaliando-se os 42 isolados bacterianos obtidos, quanto à capacidade à sobrevivência 
em meio mineral contendo hexadecano como fonte de carbono e energia, foi possível a  
seleção de 21 isolados, como hits positivos. 
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Os isolados que se apresentaram como hits positivos foram: VBS 01, VBS 02, VBS 
03, VBS 07, VBS 09, VBS 10, VBS 16, VBS 17, VBS 18, VBS 21, VBS 23, VBS 26, VBS 
28, VBS 29, VBS 30, VBS 31, VBS 32, VBS 33, VBS 35, VBS 37 e VBS 40. 
 Tais isolados foram designados às análises cromatográficas, como forma de 
aprofundamento acerca de suas habilidades biotransformadoras de n-Hexadecano, quando o 
mesmo lhes fora oferecido como fonte de carbono e energia. 
 
6.2.2. ANÁLISES CROMATOGRÁFICAS 
Buscando-se otimizar o número de amostras analisadas por CG-EM, foi realizada uma 
triagem dos isolados, inicialmente avaliando-se as isolados em tempos  0, 7 dias e 28 dias, 
com o intuito de obter-se evidências acerca do potencial das mesmas a biotransformar 
hexadecano como substrato ao seu crescimento e sobrevivência. 
 O n-hexadecano foi adotado como composto modelo no presente trabalho, de maneira 
a avaliar-se a habilidade dos isolados bacterianos obtidos, quanto à capacidade de 
biotransformação de hidrocarbonetos. 
As Figuras 9 e 10, ilustram os cromatogramas de íons totais do controle 1 (BH + 
Hexadecano + Extrato de Levedura), em tempo 0 e 28 dias. O que pode ser observado que a 
abundância (eixo y) do composto n-Hexadecano manteve-se constante até o final do 
experimento, mostrando assim que não houve a perda do hidrocarboneto via volatização ou 
degradação abiótica do mesmo. Tal resultado comprova as características físico-químicas do 
n-Hexadecano demonstrado em literatura do qual possui baixa volatilidade em temperatura e 
pressão atmosférica (KORDIKOWSKI et al., 1993). 
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PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
FIGURA 9. Cromatograma total de íons da amostra CONTROLE 1 (BH + Hexadecano + 
Extrato de Levedura) em tempo de amostragem 0 horas. 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
FIGURA 10. Cromatograma total de íons da amostra CONTROLE 1 (BH + Hexadecano + 
Extrato de Levedura) em tempo de amostragem 28 dias.  
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 Analisando-se as amostras denominadas como CONTROLE 2 (MEIO BH + 
HEXADECANO + EXTRATO DE LEVEDURA + INÓCULO AUTOCLAVADO) nos 
tempos 0 horas (FIGURA 11) e 28 dias (FIGURA 12). O que pode ser observado que a 
abundância (eixo y) do composto n-Hexadecano manteve-se constante até o final do 
experimento, mostrando assim que não houve a precipitação do substrato na parede celular 
microbiana após lise celular. KIM et al. (2002) ao estudarem um Rhodococcus erythropolis e 
VASCONCELLOS et al. (2009) uma Pseudomonas sp. observaram que a mesma capturava e 
acumulava o n-Hexadecano na parede celular. Assim, para não possuir um resultado falso- 
positivo para o objetivo desse estudo que é a biodegradação do n-Hexadecano fez se 
necessário a realização desse controle.  
 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
FIGURA 11. Cromatograma total de íons da amostra CONTROLE 2 (BH + Hexadecano + 
Extrato de Levedura + Inóculo Autoclavado) em tempo de amostragem 0 horas.
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PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
FIGURA 12. Cromatograma total de íons da amostra CONTROLE 2 (BH + Hexadecano + 
Extrato de Levedura + Inóculo Autoclavado) em tempo de amostragem 28 dias. 
  
 O CONTROLE 3 (MEIO BH + INÓCULO + EXTRATO DE LEVEDURA), por sua 
vez, considerado como controle positivo experimental - como forma de exemplificação serão 
demonstrados os controles 3 do isolado VBS 03 (Figuras 13 e 14) - possibilitou uma análise 
mais detalhada acerca de possíveis metabólitos naturais da linhagem, nas condições reacionais 
avaliadas. Os demais cromatogramas total de íons do CONTROLE 3 dos outros isolados 
encontram-se no Apêndice. Observou-se que não houve a formação de subprodutos em todos 





Resultados e Discussão 
 __________________________________________________________________________________ 
Dissertação de Mestrado – Vitor Baptista Ferrari  59 
 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
FIGURA 13. Cromatograma total de íons da amostra C3_VBS03 no tempo 0 horas. 
 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
FIGURA 14. Cromatograma total de íons da amostra C3_VBS03 no tempo 28 dias.
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Nas Figuras 15 e 16 estão ilustrados os cromatogramas de íons totais, bem como os 
valores de suas áreas, as quais foram utilizadas para os respectivos cálculos dos índices de 
biodegradação do n-hexadecano pela linhagem VBS03. Os cromatogramas de íons totais dos 
tempos intermediários encontram-se no Apêndice.  
 
 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
FIGURA 15. Cromatograma total de íons da amostra VBS03 no tempo 0 horas.
 
 
Resultados e Discussão 
 __________________________________________________________________________________ 
Dissertação de Mestrado – Vitor Baptista Ferrari  61 
 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
FIGURA 16. Cromatograma total de íons da amostra VBS03 no tempo 28 dias. 
 
 Nas Figuras 17 e 18 estão ilustrados os cromatogramas de íons totais, bem como os 
valores de suas áreas, as quais foram utilizadas para os respectivos cálculos dos índices de 
biodegradação do n-hexadecano pela linhagem VBS10. Os cromatogramas total de íons dos 
tempos intermediários encontram-se no Apêndice.  
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
FIGURA 17. Cromatograma total de íons da amostra VBS10 no tempo 0 horas.
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PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
FIGURA 18. Cromatograma total de íons da amostra VBS10 no tempo 28 dias. 
 
 Nas Figuras 19 e 20 estão ilustrados os cromatogramas de íons totais, bem como os 
valores de suas áreas, as quais foram utilizadas para os respectivos cálculos dos índices de 
biodegradação do n-hexadecano pela linhagem VBS16. Os cromatogramas total de íons dos 
tempos intermediários encontram-se no Apêndice.  
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
FIGURA 19. Cromatograma total de íons da amostra VBS16 no tempo 0 horas. 
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PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
FIGURA 20. Cromatograma total de íons da amostra VBS16 no tempo 28 dias. 
 Nas Figuras 21 e 22 estão ilustrados os cromatogramas de íons totais, bem como os 
valores de suas áreas, as quais foram utilizadas para os respectivos cálculos dos índices de 
biodegradação do n-hexadecano pela linhagem VBS23. Os cromatogramas total de íons dos 
tempos intermediários encontram-se no Apêndice.  
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
FIGURA 21. Cromatograma total de íons da amostra VBS23 no tempo 0 horas.
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PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
FIGURA 22. Cromatograma total de íons da amostra VBS23 no tempo 28 dias. 
  
Nas Figuras 23 e 24 estão ilustrados os cromatogramas de íons totais, bem como os 
valores de suas áreas, as quais foram utilizadas para os respectivos cálculos dos índices de 
biodegradação do n-hexadecano pela linhagem VBS26. Os cromatogramas total de íons dos 
tempos intermediários encontram-se no Apêndice. 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
FIGURA 23. Cromatograma total de íons da amostra VBS26 no tempo 0 horas. 
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PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
FIGURA 24. Cromatograma total de íons da amostra VBS26 no tempo 28 dias. 
 
Nas Figuras 25 e 26 estão ilustrados os cromatogramas de íons totais, bem como os 
valores de suas áreas, as quais foram utilizadas para os respectivos cálculos dos índices de 
biodegradação do n-hexadecano pela linhagem VBS29. Os cromatogramas total de íons dos 
tempos intermediários encontram-se no Apêndice. 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
FIGURA 25. Cromatograma total de íons da amostra VBS29 no tempo 0 horas.
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PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
FIGURA 26. Cromatograma total de íons da amostra VBS29 no tempo 28 dias. 
 
 Nas Figuras 27 e 28 estão ilustrados os cromatogramas de íons totais, bem 
como os valores de suas áreas, as quais foram utilizadas para os respectivos cálculos dos 
índices de biodegradação do n-hexadecano pela linhagem VBS37. Os cromatogramas total de 
íons dos tempos intermediários encontram-se no Apêndice. 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
FIGURA 27. Cromatograma total de íons da amostra VBS37 no tempo 0 horas.
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PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
FIGURA 28. Cromatograma total de íons da amostra VBS37 no tempo 28 dias 
  
Assim, avaliando-se os cromatogramas obtidos a partir das análises dos 21 isolados, 
em tempo 0 e 28 dias, as seguintes bactérias foram selecionadas quanto à habilidade a 
biodegradar hexadecano: VBS03, VBS10, VBS16, VBS23, VBS26, VBS29 e VBS37. Todos 
os experimentos foram conduzidos em pH 7 ± 0,2 e temperatura constante, 28 ºC.  
As percentagens de biodegradação do n-hexadecano apresentadas pelos isolados 
selecionados, após 28 dias de monitoramento, estão apresentadas pela Tabela 9. Os índices de 
biodegradação foram obtidos através das equações já elucidadas na seção de Material e 
Métodos (item 4.3.2). 
TABELA 9. Porcentagem de biodegradação de n-hexadecano pelos isolados após 28 dias 
ISOLADOS ÍNDICE DE BIODEGRADAÇÃO (%) 
VBS 03 99,6 
VBS 10 100 
VBS 16 99,6 
VBS 23 97,9 
VBS 26 97,3 
VBS 29 99,3 
VBS 37 86,9 
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Vale destacar, que seis (6) deles (VBS 03 VBS 10 VBS 16 VBS 23 VBS 26 e VBS 
29) obtiveram valores acima de 97% de índice de biodegradação, sendo que após dois (2) dias 
já tinham degradado mais de 80% de hexadecano. O isolado VBS 37 obteve um valor acima 
de 85%, sendo que após sete (7) dias tinha degradado mais de 80% de hexadecano (FIGURA 
29). 
 
FIGURA 29. Taxa de biodegradação versus tempo 
Observando-se os perfis das curvas de biodegradação, ilustradas pela plotagem dos 
índices de biodegradação mostrados pela Figura 29, torna-se possível verificar que seis (6) 
isolados atingiram limiar constante de biodegradação, logo após 14 dias de incubação com o 
hidrocarboneto avaliado, atingindo níveis próximos a 99% de metabolização do composto. 
Vale salientar que o hexadecano é um alcano de cadeia média, presente na fração 
alifática do petróleo bruto e foi encontrado na maioria dos casos de contaminação por diesel 
(BOUCHEZ-NAITALI et al., 1999, BERTHE-CORTI E FETZNER, 2002, NOORDMAN et 
al., 2002, CHÉNIER, 2003, SCHOEFS et al., 2004, WIDDEL et al., 2006). 
Atualmente, muitos estudos descrevem sobre o isolamento de bactérias com 
capacidade de degradar hidrocarbonetos de petróleo (SHIRI et al., 2015, LU et al., 2006,
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MARCHANT et al., 2006). Assim, a busca por otimização e melhores rendimentos na 
biodegradação tem sido estudada para que o próprio ambiente forneça as ferramentas (neste 
caso, bactérias biodegradadoras) para sua biorremediação. 
 É possível fazer um levantamento da evolução das taxas de biodegradação pelo tempo 
inoculado. WHYTE et al. (1998) relataram uma isolado de Rhodococcus apresentou um nível 
de biodegradação de hexadecano de 6,1% após 102 dias de incubação. SETTI et al. (1993) 
relataram que um Aspergillus niger mostrou 37% de biodegradação de hexadecano após 31 
dias de cultura. NOORDMAN et al. (2002) relataram uma isolado de Pseudomonas 
aeruginosa em diferentes condições experimentais revelou um nível de biodegradação de 
11% após 3 dias de monitorização. SHIRI et al. (2015) relataram que o KSS1060 foi capaz de 
degradar 62% de hexadecano dentro de 6 dias, grande parte da porcentagem (51,6%) ocorreu 
nas primeiras 24 horas. VASCONCELLOS et al. (2010) relataram isolados aeróbias isoladas 
do reservatório da Bacia de Campos com níveis de biodegradação maior de 70% quando 
apenas hidrocarbonetos foram adicionados como fonte de carbono.  
 Com base na literatura, observa-se que as bactérias isoladas apresentam excelente 
biodegradação, com taxas superiores a 86% de biodegradação do hexadecano. Porém o 
grande diferencial do presente estudo é o fato de que o rendimento versus o tempo, 
apresentados por seis dos isolados selecionados (VBS 03, VBS 10, VBS16, VBS 23, VBS 26, 
VBS 29), logo após 48 h de cultivo já tinham degradado mais de 80 % de hexadecano. 
 Assim, visando o processo de otimização ou consolidação de linhagens com potencial 
biodegradador de hidrocarbonetos, pode-se considerar que o presente estudo obteve êxito na 
seleção de isolados promissores. 
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5.3. SUBSTÂNCIAS POLIMÉRICAS EXTRACELULARES (EPS) 
5.3.1. TRIAGEM RÁPIDA DE ISOLADOS BACTERIANOS QUANTO À 
ATIVIDADE BIOSSURFACTANTE 
 Ao realizar a triagem rápida baseado na determinação da atividade biossurfactante via 
a aplicação do método denominado como “teste do colapso da gota”, constatou-se que o 
mesmo não foi efetivo, uma vez que se observou a migração e não lise dos óleos analisados, 
frente aos sobrenadantes microbianos.   
5.3.2. DETERMINAÇÃO DO ÍNDICE DE EMULSIFICAÇÃO (E24) 
A determinação do Índice de Emulsificação (E24) foi iniciada com a análise do óleo 
de motor automotivo usado como agente apolar, realizando-se assim uma pré-seleção de 










FIGURA 30. Atividade bio-emulsificante com diferentes substratos: (a) óleo de soja (b) óleo 
de motor novo e (c) óleo de motor usado.
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Como padrão de seleção os isolados que foram considerados como aptos e com taxas 
de emulsificação considerável, foram aqueles que apresentaram E24 igual ou superior a 50%, 
em comparação com os valores obtidos pelo controle positivo TWEEN 80 (FIGURA 31). O 
TWEEN 80 é um agente emulsionante não iônico, com amplo e intenso poder emulsionante, 
que origina emulsões de fase externa aquosa (O/W), estáveis e de textura fina, pouco afetados 

















FIGURA 32. E24 com Óleo de Motor Usado 
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LOPES e BIDOIA (2009) comprovaram em seus estudos que óleos lubrificantes já 
utilizados em seus processos possuem maior degradabilidade que os novos, devido aos vários 
processos de pressão e alta temperatura que são submetidos. Por isso, o óleo de motor usado 
foi utilizado inicialmente como pré-seleção da metodologia de E24. Assim, os isolados 
positivos com valores iguais ou superiores a 50 % foram VBS 01, VBS 16, VBS 18, VBS 28, 
VBS 30, VBS 32 e VBS 35 (TABELA 10). 
 
 
TABELA 10. Isolados com valores iguais ou superiores a 50% de E24 
ISOLADO E24 (%) 
VBS 01 55.94 ± 3.76 
VBS 16 53.23 ± 7.26 
VBS 18 57.18 ± 3.11 
VBS 28 54.05 ± 3.55 
VBS 30 50.62 ± 1.07 
VBS 32 51.23 ± 1.07 
VBS 35 50.33 ± 2.36 
 
 
A seguir, na Figura 33, é apresentado o E24 para os demais compostos apolares 
avaliados. Vale salientar que para o óleo diesel e glicerol (100 %), não se verificou a 
habilidade dos isolados à emulsificação dos mesmos. 
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FIGURA 33. E24 com Óleo de Soja e Óleo de Motor Novo 
 
 A partir dos dados obtidos tornou-se possível concluir que mesmo ocorrendo a 
emulsificação com o óleo de soja, não se pôde considerar os isolados como eficientes frente à 
tal composto graxo, uma vez que todos os resultados obtidos apontaram taxas abaixo de 50 %. 
Quanto ao óleo de motor novo, os isolados que se destacaram, bem como os índices obtidos, 
encontram-se listados na Tabela 11. 
 
TABELA 11. Isolados com valores iguais ou superiores a 50 % de E24 
ISOLADO E24 (%) 
VBS 01 54 ± 2.65 
VBS 30 53.33 ± 2.89 
VBS 35 51 ± 4.58 
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5.3.3. DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE TENSIOMÉTRICA 
 Os isolados selecionados quanto à atividade emulsificantes, também foram avaliados 
quanto às suas atividades tensiométricas, avaliadas como capacidade de quebra da tensão 
superficial óleo-água, utilizando-se como compostos apolares modelos, os seguintes: óleo de 
soja novo e usado, óleo de motor novo e usado, glicose, diesel e glicerol. Os mesmos isolados 
também foram avaliados, em condições sob diferentes salinidades, de maneira a avaliar a 
aplicabilidade dos biossurfactantes obtidos em ambientes marinhos. 
Como resultados dos experimentos realizados, observou-se que nenhum dos isolados 
produziu compostos com atividade biossurfactante, confirmando os resultados obtidos nas 
triagens rápidas de colapso da gota.  
Assim, em suma, pôde-se observar que os isolados avaliados, puderam ser 
considerados como eficientes produtores de compostos com atividades bio-emulsificantes, os 
quais possuem capacidade de emulsificação de dois líquidos imiscíveis, ou seja, podendo 
atuar entre duas interfaces de fluidos de diferentes polaridades tais como óleo/água ou água/ar 
(BANAT et al., 2010; SEKHON et al., 2011), porém, em contraste, não são efetivos quanto à 
capacidade de reduzir a tensão superficial, característica dos biosurfactantes (UZOIGWE et 
al., 2015). 
A utilização de substratos hidrofóbicos (óleo de motor usado e novo, óleo de soja e 
diesel) nos experimentos realizados foi ao fato que o uso desses substratos insolúveis, 
segundo a literatura (HOMMEL et al., 1994; (FONTES et al., 2008), ocasionam maiores 
produções de bioemulsificantes, quando comparados ao uso de fontes de carbonos solúveis 
em água. 
A segunda linha de análise está relacionada ao fato que a grande maioria de 
microrganismos produtores de bioemulsificantes são isolados de locais contaminados por 
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hidrocarbonetos, devido suas condições extremas na obtenção de fontes de carbono (PINTO 
et al., 2009). Além disso, esses hidrocarbonetos não possuem facilidade em seu descarte e 
degradação no ambiente, sendo necessário encontrar alternativas para sua degradação como a 
produção de bioemulsificantes que facilitem esses processos. 
BARATHI e VASUDEVAN (2001) também realizaram estudos com sedimento 
contaminados, principalmente por hidrocarbonetos de origem petrolífera, do qual isolaram um 
isolado de Pseudomonas fluorescens que também possuía a capacidade de produzir 
biossurfactantes, durante a degradação de hexadecano. 
 
5.4. ANÁLISES MOLECULARES 
As sequências parciais de DNAr 16S obtidas, após sequenciamento automatizado, 
foram comparadas com sequências de organismos já identificados e depositados na base de 
dados Genbank, a fim de se obter a afiliação filogenética (BARROS, 2015). 
Com isso, os isolados que foram considerados como eficientes produtores de 
compostos com propriedades bioemulsificantes foram afiliados às espécies descritas na 
Tabela 12. 
 
TABELA 12. Identificação dos isolados como bons bio-emulsificantes 
ISOLADO IDENTIFICAÇÃO 
VBS 01 Staphylococcus lugdunensis 
VBS 30 Staphylococcus lugdunensis 
VBS 35 Klebsiella oxytoca 
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As linhagens dessas espécies são normalmente observadas em ambiente clínico, 
possuindo evidências acerca da produção de surfactantes para adesão de paredes celulares 
(SANTOS, 2012).  Entretanto, em contextos de Microbiologia Ambiental, até o momento não 
foram elucidados resultados ou pesquisas que demonstrassem o potencial de produção de bio-
emulsificantes por bactérias afiliadas a tais espécies. 
A Tabela 13 apresenta os resultados obtidos, no que se refere aos isolados 
selecionados quanto à sua atividade biodegradadora de n-hexadecano. 
TABELA 13. Identificação dos isolados 
ISOLADO IDENTIFICAÇÃO 
VBS 03 Bacillus amyloliquefaciens 
VBS 10 Staphylococcus epidermidis 
VBS 16 Staphylococcus epidermidis 
VBS 23 Não afiliado
* 
VBS 26 Micrococcus luteus 
VBS 29 Nitratireductor aquimarinus 
VBS 37 Bacillus pumilus 
Não afiliado*: Não foi possível a obtenção de qualidade de sequências para a afiliação filogenética do 
isolado VBS23. 
 
A linhagem Bacillus amyloliquefaciens (VBS 03) segundo estudos é  relatada como 
componente biológico de um consórcio microbiano utilizado para biorremediação. Como o 
caso de efluentes contendo resíduos provenientes da criação de abatedouros de animais em 
lagoas de estabilização, indústrias alimentícias, solo contaminado por pesticidas, solubilização 
e biodegradação de óleo diesel através da produção de biossurfactantes (MYRESIOTIS et al., 
2012; AYED et al., 2015; IBAMA, 2015). 
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A linhagem Staphylococcus epidermidis (VBS 10 e VBS 16) segundo a literatura 
existe evidências que possui potencial de biodegradação, como o caso do estudo de 
biodegradação de trifenilmetano, que é usado na indústria têxtil para coloração (AYED et al., 
2010). 
A linhagem Micrococcus luteus (VBS 26) segundo estudos possui potencial de 
biodegradação e resistente a salinidade, como caso do estudo de biodegradação de polietileno 
e piridina – composto aromático, formado como subproduto do carvão e xisto betuminoso 
(SIMS et al., 1986; PRIYANKA e ARCHANA, 2011; SIVASANKARI e VINOTHA, 2014).  
A linhagem Nitratireductor aquimarinus (VBS 29) segundo autores relatam como 
sendo uma excelente degradadora de fenóis – estudo realizado no ecossistema marinho do 
Golfo Pérsico considerado a maior com reservas de petróleo (BOROUJENI et al., 2014). 
A linhagem Bacillus pumilus (VBS 37) segundo estudos relatam que possui potencial 
de biodegradação de n-Hexadecano, além de alta resistência à radiação UV e H2O2. Além 
disso, estudos revelaram que apresentam elevada atividade de protease e lipase (COSTA, 























 Pode-se concluir que o presente estudo selecionou linhagens bacterianas eficientes no 
que tange à busca de degradadoras de n-hexadecano e de exopolímeros de origem microbiana, 
para aplicação futura em processos que visem a biorremediação. Com a seleção de sete 
linhagens bacterianas biodegradadoras de n-hexadecano identificadas como Bacillus 
amyloliquefaciens (VBS 03), Staphylococcus epidermidis (VBS 10 e 16), Micrococcus luteus 
(VBS 26), Nitratireductor aquimarinus (VBS 29) e Bacillus pumilus (VBS 37), tendo taxas 
superiores a 86 % de biodegradação do hexadecano. Além disso, selecionou três linhagens 
bacterianas produtoras de metabólitos com potencial bio-emulsificante, identificadas como 
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APÊNDICE A – CROMATOGRAMAS TOTAIS DE ÍONS 
INTERMEDIÁRIOS DOS HITS POSITIVOS 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
Cromatograma total de íons da amostra VBS03 no tempo 24 horas 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
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PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
Cromatograma total de íons da amostra VBS03 no tempo 72 horas 
 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
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PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
Cromatograma total de íons da amostra VBS03 no tempo 14 dias 
 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
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PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
Cromatograma total de íons da amostra C3_VBS10 no tempo 0 
 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
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PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
Cromatograma total de íons da amostra VBS10 no tempo 24 horas 
 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
Cromatograma total de íons da amostra VBS10 no tempo 48 horas
Apêndice 
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PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
Cromatograma total de íons da amostra VBS10 no tempo 72 horas 
 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
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PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
Cromatograma total de íons da amostra VBS10 no tempo 14 dias 
 
 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
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PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
Cromatograma total de íons da amostra C3_VBS16 no tempo 0 horas 
 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
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PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
Cromatograma total de íons da amostra VBS16 no tempo 24 horas 
 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
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PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
Cromatograma total de íons da amostra VBS16 no tempo 72 horas 
 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
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PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
Cromatograma total de íons da amostra VBS16 no tempo 14 dias 
 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
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PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
Cromatograma total de íons da amostra C3_VBS23 no tempo 0 horas 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
Cromatograma total de íons da amostra C3_VBS23 no tempo 28 dias
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PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
Cromatograma total de íons da amostra VBS23 no tempo 24 horas 
 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
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PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
Cromatograma total de íons da amostra VBS23 no tempo 72 horas 
 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
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PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
Cromatograma total de íons da amostra VBS23 no tempo 14 dias 
 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
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PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
Cromatograma total de íons da amostra C3_VBS26 no tempo 0 horas 
 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 








PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
Cromatograma total de íons da amostra VBS26 no tempo 24 horas 
 
 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
Cromatograma total de íons da amostra VBS26 no tempo 48 horas
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PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
Cromatograma total de íons da amostra VBS26 no tempo 72 horas 
 
 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 








PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
Cromatograma total de íons da amostra VBS26 no tempo 14 dias 
 
 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
Cromatograma total de íons da amostra VBS26 no tempo 21 dias
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PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
Cromatograma total de íons da amostra C3_VBS29 no tempo 0 horas 
 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
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PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
Cromatograma total de íons da amostra VBS29 no tempo 24 horas 
 
 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 








PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
Cromatograma total de íons da amostra VBS29 no tempo 72 horas 
 
 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
Cromatograma total de íons da amostra VBS29 no tempo 7 dias
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PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
Cromatograma total de íons da amostra VBS29 no tempo 14 dias 
 
 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
Cromatograma total de íons da amostra VBS29 no tempo 21 dias
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PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
Cromatograma total de íons da amostra C3_VBS37 no tempo 0 horas 
 
 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
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PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
Cromatograma total de íons da amostra VBS37 no tempo 24 horas 
 
 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 








PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
Cromatograma total de íons da amostra VBS37 no tempo 72 horas 
 
 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
Cromatograma total de íons da amostra VBS37 no tempo 7 dias
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PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
Cromatograma total de íons da amostra VBS37 no tempo 14 dias 
 
 
PI (Padrão Interno) – Naftaleno na concentração de 3,9 mM 
Cromatograma total de íons da amostra VBS37 no tempo 21 dias 
